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Elektrochemilumineszen zverfahren 

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Mes sung elek- 
trpchemiluminesz enter Phanoroene, Verfahren zum Nachweis 
eines Analyten~ mitt els solcher Verfahren, Reagenzlosungen, 
die in diesen Verfahren eingesetzt werden konnen und ein 
fur die Durchfuhrung des Verfahrens besonders geeigneter 
Apparat . 

Verfahren zur Messung elektrochemilumineszenter Phanomene 
. sind seit einigen Jahren bekannt. Bei solchen Verfahren ' 
wird die Fahigkeit von speziellen Metal lkomplexen ausge- 
nutzt, durch Oxidation in einen Zustand zu gelangen, von 
dem aus sie ' unter Abgabe von elektromagnetischer Strahlung 
in einen Grundzustand zuruckf alien. Solche Verfahren/ uhd 
dafiir geeignete Metallkomplexe sind beispielsweise in der'^T 
^ WO 86/02734 beschrieben. 

Diese Technologie wurde immer weiter verfeinert. In der - 
WO 90/05296 wird der Testzusammensetzung ein Amin zuge- 
setzt, bevorzugt Tripropylamin, das in oxidierter Form ein 
starkes Reduktionsmittel darstellt. Die elektrochemische 
Reaktion findet in. einem Elektrolyten statt, in dem der 
Elektrochemielumineszenz (EGL) -Rest, d. h. der zur Abgabe 
■ von elektromagnetischer Strahlung befahigte Metallkomplex, 
und das Amin oxidiert werden konnen. Als geeigneter 
Elektrolyt in wassriger Losung wird Phosphatpuf f er bei 
einem pH von 6-9, bevorzugt 7 - 7,5, beschrieben. 
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In der WO 90/053 02 vird zu dieser Testzusammensetzung zur 
Erhohung der elektromagnetischen Strahlung das Detergenz 
Triton- x-100-oder^Tr.iton^Nj=-4.0.1 -zug.esetzt. In der , 
WO 90/05411 wird eine Verbesserung des Apparates zur 
Messung von ECL beschrieben. 

Ferner gelang es 7 die Technologie zum Nachweis von Analyten 
einzusetzen, indem Elektrochemiluiuineszenzmarkierungen an 
Analyten, Analytanaloge oder analytspezif ische Substanzen 
gekoppelt vurden. Die Elektrochemilumineszenz wurde zur Be- 
stimmung der Menge des anwesenden Analyten verwendet. Ins- 
besondere vurden * Immunoassays beschrieben, bei denen die 
(iblichen Markierungen durch elektrochemilumineszente 
Markierungen ersetzt sind. - 

Weitere Verbesserungen und Anwendiingen der Technologie sind 
in WO 87/06706, WO 89/04392 , WO 89/10552, WO 89/10551, 
WO 90/05301 und WO 90/11511 beschrieben. Die Of f enbarungen 
in den genannten Publikationen werden im f olgenden voraus- 
gesetzt. ...... 

Aufgabe. der .vorliegenden Erfindung war es, die vorbekanntern 
Verfahren zu verbessern, insbesondere in Hinblick auf die 
Empf indlichkeit der Analytnachweise, die mit der. Elektro- 
chemilumineszenztechnol.ogie. xadglich sind. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Messung 
elektrochemischer Phanomene in einer Losung oder an einer - 
an eine Losung angrenzende feste Phase, wobei die Losung 
ein Detergenz ausgewahlt aus der Gruppe der Fettalkohol- 
ethoxylate, Plantaren' und Octylglucosid oder ein Gemisch 
hiervon enthalt. 
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Ferner ist Gegenstand der Erf indung ein Verfahren zum Nach- 
weis eines Analyten mit Hilfe dieser Verfahren sowie ge- 
eignete Reagehzien zur~Durchfuhrung ~des genannten- - — 
Verfahrens. 

Bei dem Erf indungsgegenstand handelt es sich um eine Lehre, 
die auf dem oben- genannten Stand der Technik aufbaut. Die 
allgeirteinen Grundlagen elektrochemilumineszenter Verfahren . 
sind in diesem Stand der' Technik ausfiihrlich beschrieben. 
Gerate zur Durchfiihrung von Messungen der Elektrochemi- 
lumineszenz enthalten eine MeBeinheit mit einem Behalter 
fur eine Reagenzlosung, mindestens zwei Elektroden (eine 
Arbeits- und eine Gegenelektrode) , die wahrend der Mes sung 
mit der Reagenzlosung in Kontakt stehen und einen Detektor 
zur Messung des durch die Elektrochemilumineszenz erzeugten 
Lichtes. Generell wird bei diesen Verfahren zunachst an die 

, Losung eine. Ausgangsspannung (Prapolarisation) angelegt. 
AnschlieBend wird diese Spannung uber das Redoxpotential 
einer" in der Losung enthaltenen Substanz, z. B. einem Amin, 
erhoht. Uber die dadurch oxidierte Substanz wird ein zur 
Chemilumineszenz fahiges Material, z. B. bestimmte \ ^ 

Ruthenium-Komplexe zur Aussendung von Licht anger egt. Das„r*j : 
innerhalb einer bestimmten Zeit vom Detektor aufgefangene 
Licht ist ein MaB fiir die Anwesenheit der Menge des 
elekt'rochemilumineszenten Materials. Sofern es sich bei dem 
elektrochemilumineszenten Material um eine Markierung fur 

* einen Analyten, einen Analytanalogen oder eine analytspezi- 
fische Substanz, z. B. in einem Immunoassay, handelt, ist 
das empf angene Licht ein MaB fur die Anwesenheit des 
Analyten. ■ - - 
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Es hat sich gezeigt, daB das' aus der WO 90/05302 bekannte 
und bisher iiblicherweise zugesetzte Detergeriz Triton X-100, 
das in - der~~Prax-is meist -in- Kombination-mit- dem-Defeergenz 
Tween 20 eingesetzt wurde, nicht optimal ist. Einerseits 
ist Triton ^X-100 schlecht abbaubar* und damit nicht ' umwelt- 
■ vertragiich. Zum anderen wurde iiberraschenderweise gezeigt, 
daB ganz bestimmte andere Detergenzien im Vergleich zu 
Triton X-100 zur Verbesserung des ECL-Verf ahrens fuhren. 
Mit diesen speziellen Detergenzien wird eine erhohte 
Signalausbeute, ein besseres Signal/Rausch-Verhaltnis und 
damit .eine erhohte Sensitivitat ,des Nachweisverf aiirens und 
eine Erniedrigung der unteren Nachweisgrenze sowie eine 
bessere .Prazision erreicht. 

Als geeignet haben' sich die Detergenzien ausgewahlt aus der 
Gruppe der Fettalkoholethoxylate, worunter zum Beispiel 
Polidocanol (Dodecylpoly- (ethylenglycolether) n ) , C14-E09 
(Poly (ethylenglycol-ether) n ) , Genapol (Isotridecyl- 
poly (ethylenglycolether) n ) , C8-E09 (Octylalkohol- 
poly (ethylenglycolether) n ) zu verstehen sind, Plantaren® 
(Alkylpolyglucosid) und Octylglucosid (Octyl-beta-D- . 
glucopyranosid) oder ein Gemisch hiervon, erwieseh.. Die ^ 
Detergenzien werden in Konzentrationen von 0,001 bis 1,0 % 
eingesetzt. Die am besten geeignetste Konzentration kann 
fur jedes Detergenz leicht ermittelt werden. Konzen- 
trationen von 0,1 bis 0,5 % haben sich am geeignetsten 
erwiesen. 

Zur Konservierung wurde bisher der Testzusammensetzung 
Natriumazid iiblicherweise in, einer Konzentration * von 5 - 
10 mM zugesetzt. Es hat sich gezeigt, daB dieses umwelt- 
schadliche Agens durch Bioban oder Oxaban ersetzt werden- 
kann, die weitaus umweltvertraglicher als Azid sind. 
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uberraschenderweise hat sich gezeigt, da£ diese 
Konservierungsmittel einen weiteren positiven Effekt.auf 
- — : "das~EeL-Verfahren ausiiben. Im Vergleich zu .Azid--wird-eine-^ 
Erhohung des Messignals beobachtet. Oxaban und Bioban 
werden dabei in Konzehtrationen von 0,01 bis 1 %, bevorzugt 
0,1 bis 0,5 % eingesetzt- 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Messung elektro-. 
chemischer Phanomene ' in einer Losung pder an einer an eirie 
Losung angrenzenden festen Phase kann bei Temperaturen 
durchgefuhrt werden, die iiber dem Gefrierpunkt. der Losung 
liegen, aber niedriger als 4 0* C sind. 

Eine weitere Verbesserung der Empf indlichkeit kann erreicht 
werden, indem an die MeBeinheit eine Spannung angelegt 
wird, deren Verlauf iiber die Zeit rechteckig ist. Dies be- 
- deutet, daB ausgehend von, der Aps^gangsjspannung ein un- 
mittelbarer Anstieg der Spannung (innerhalb maximal 0,4 
* Sekunden) auf die Endspannung vorgenommen wird. Fur die 
Anregungszeit wird diese Spannung im wesehtlichen konstant 
>■'-•-'- "gehalten. Nach dieser Zeit wird . die Spannung vieder un- 

mittelbar auf eine Spannung unter dem Redoxpotential des ~ 
Systems zuruckgefuhrt. Durch diese MaBnahme ergibt sich 
auBerdem eine Verbreiterung des dynamischen MeBbereiches , 
das heiBt, des Bereiches, innerhalb dem Analytkonzen- 
trationen eines festgelegten Immunoassays gemessen werden. 
konnen. Fiir den Fall niedriger Temperaturen ist ein Salz-. 
zusatz bevorzugt. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die an die Arbeits- 
■ elektrode angelegte Rechteck-Endspannung (verglichen mit 
Ag/AgCl) auf einen Maximalwert zwischen dem Redox-Potential 
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der oxidierbaren Substanz und 2,2 Volt zu begrenzen. Be- 
sonders bevorzugt ist eine Spannung zwischen 1,2 - 2,2 

. volt. -Besonders bevorzugt .sind- l.,-4 -Volt. Dlese Werfce_.g.elten 

fiir die Verwendung. eines Platin- bzw. Gold- 
Elektrodenpaars. 

Falls die bisher iibliche Rampenspannung , beispielsveise 
eine Dreleckspannung, angelegt wird, wird die Endspannung 
(verglichen mit Ag/AgCl) auf einen Maximalwert von 3,0 Volt 
begrenzt. 

.uberraschenderweise konnte auch eine ,Erh6hung des Signals - 
erreicht werden, indem-die Ausgangsspannung vor Anregung 
der Elektrochemilumineszenz an der Arbeitselektrode 
^zwischen + 400 und - 400 stV,. verglichen mit einer Ag/AgCl- 
Elektrode, betrug. Besonders bevorzugt ist ein Wert 
zwischen + 0 mV und + 200 mV. Auch hier gel ten die Werte 
fur die Verwendung eines Platin- bzw. Goldelektrodenpaars. 
Die Potentiale fur andere Elektrodenmaterialien konnen 
. leicht errechnet werden. 

Ebenfalls .-eine Steigerung des Signals laBt sich erreichen 
.durch Eiristellung eines pH-Wertes zwischen 6,5 - 9,0, be- 
vorzugt zwischen 6,5 - 7,5, besonders bevorzugt 6 , 8 . Dies 
geschieht zweckmaBigerweise durch Einsatz eines fiir den 
.Bereich geeigneten pH-Puffers. Zusatzlich konnen noch ein 
oder mehrere Alkali- oder Erdalkalihalogenide in einer 
Konzentration von 0,05 mmol/1 bis 0,5 mol/1 in der Ldsung 
enthalten sein. Bevorzugt wird Natriumchlorid eingesetzt. 

Die oben genannten MaBnahmen fuhren alleine schon zu erheb- 
lichen Verbesserungen der bekannten Verfahren. Dariiber 
hinaus jedoch kann die Empf indlichkeit oder/und der 
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dynamische MeBbereich von Analytnachweisen durch eine 
Kombination der MaBnahmen in besonders groBem Umfang ge- 
' " * steigert" ^Werden-; " - ■ ■ - - 4 ; — - - 

Die Steigerung der Nachweissensitivitat von Analyten, bei- 
spielsweise in Immunoassays, wie nach dem Sandwich- Oder 
kompetitiven Verf ahren, erlaubt weitere Vereinf achungen des 
Verfahrens oder der verwendeten Apparate. Beispielsweise 
" ist es nun moglich, als Detektor eine Photodiode zu ver- 
wenden, die Systemkalibration zu vereinf achen, wegen der 
geringeren MeBzeit bei erhohtem Signal die Anzahl von 
durchgefiihrten Tests in der Zeiteinheit zu.erhphen oder die 
Probenvolumina zu verringern. 

Ebenfalls Gegenstand der Erf indung ist eine Reagenzlosung 
zur Messung elektrochemischer Phanomene und insbesondere 
zum Nachweis -von Analyten, enthaltend ein elektrochemisch _ 
oxidierbares Amin, das im oxidierten Zustand ein starkes 
Reduktionsmittel darstellt, welche ein Detergenz ausgewahlt 
■ aus der Gruppe Fettalkoholethoxylate, Plantaren$ und 
Octylglucosid : oder ein Gemisch hiervon enthait. Zusatzlich 
kann noch ein Alkalichlorid in einer Konzentration von 
0,1 mmol/1 bis 0,5 mol/1 enthalten sein und/ oder der pH- 
Wert zwischen 6,8 - 8,0 liegen. Weiterhin konnen noch 
iibliche Zusatzstbffe, wie beispielsweise Puf f ersubstanzen , 
Stabilisatoren und "Konservierungsmittel 1 ,- enthalten sein. 

Die Reagenzlosung vird bevorzugt mit Bioban oder Oxaban 
konserviert. \ 

* Ein Apparat zur Durchfiihrung von Nachweisen mittels 
Elektrochemilumineszenz ist beispielsweise in Beispiel 1 
der WO 90/05302 ausfuhrlich beschrieben. Ein Apparat 
kann dariiber hinaus ein Mittel zur Kuhlung der MeBeinheit 
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oder/und eines Fliissigkeitsbehalters auf Temperaturen 
zwischen 0 - 25 °C enthalten, falls das Verfahren bei , 
diesen -niedrigen -Temperaturen durchgefuhrt--werden_soll. .Als^ 
MeBeinheit soil hier die Zelle verstanden werden, in der 
die Messung der Elektrolumineszenz- vorgenommen wird. Unter 
Fliissigkeitsbehalter kann ein VorratsgefaB oder aber eine 
Zufuhrung, z. B. Schlauch, fur die wahrend der Messung in 1 
der MeBeinheit bef indlichen Reagenzlosung verstanden 
werden. . ^ . " 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nachweis/ eines Analyten. liber eine Elektrochemiluinineszenz- 
markierung, wobei eines der oben genannten Verfahren zur 
Messung elektroctiemilumineszenter .Phanomene verwendet 
wird. - - 

. Die_folgenden^Beispiele sollen die Erfindung naher er- 
lautern: . 

Beispiel 1 ;: „^^ : r : 

•In einer Versuchsreihe wurde.der Effekt der erf indungsgemaB 
' eingesetzten. Detergenzien ermittelt. Um den EinfluB der 
Detergenzien auf : die Signalerzeugung rooglichst unabhangig 
von einzelnen Testparametern , d. h- zu bestimmten Analyten 
bestimmen zu konnen, wurden streptavidinuberzogene Magnet- 
partikel/an denen ein biotinylierter und gleichzeitig 
ruthenylierter Antikdrper gekoppelt war, eingesetzt (HSAP: 
"hot-Streptavidin-Partikel") 
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Zur Messung wurde ein Apparat, wie er in Beispiel 1 der 
WO 90/05302 beschrieben ist,"welcher ferner in der MeBzelle 
einen Peraantemagneteh enthieltnorigeiTlTO von I GEN 
Rockville, USA oder Magnalyser ) benutzt. Dieses Instrument 
enthalt weiterhin einen, Photomultiplier, einen 
Potentiostaten, eine elektrochemische Durchf lusszelle, 
Fliissigkeitstransf ermittel lind eine 50-Tube Probenrotor. 

Zum Nachweis wurden in einem Tube vereinigt: 

HSAP (lyophilisierte HSAP wurden in einem Tris/Polidocanol- 
Puffer (100mM;0,l%) pH 9,0 geldst, sodaS eine Arbeitsldsung 
von 600 Mg/ml vorlag) 50 Ml 

PBS-Puffer (50 mM KH 2 P0 A ; lOOmM NaCl ; 0,1% RSA; pH7 f 0) 

200 fil . 

Reagenzldsung (200 mM KH 2 P0 4 -Puffer ; 100 mM TPA; pH 7,5; 
jeweilig getestetes Reagenz) 

Dieses Gemisch wurde in ein MeBtube pipettiert und an-- _ 
schlieBend. in die MeBzelle iiberfuhrt. Die HSAP wurden mit* - 
dem Puffer (AB) gewaschen und in diesem Puffer die Signal - 
ausbeute vermessen. 

Der verwendete Antikdrper wurde mit Biotin-DDS (Biotinyl- 
-amino-3 , 6-dioxaoctanoyl-aminocarbonyl-heptansaure-N- 
hydroxysuccinimidester) biotinyliert . (Tris) (2,2/ - 
Bipyridyl) Rutheniumchloridhexahydrat wurde mit DSS 
(Disuccinylsuberat) an die Antikorper- gebunden. 

Die streptavidintiberzogene. Magnetpartikel wurden von der 
Firma Deutsche Dynal GmbH, Deutschland bezogen (Dynabeads 
M-280 Streptavidin) . J ~ 


BNSDOCtD: <WO 9425853A1J_> 


WO 94/25853 


- 10 - 


PCT7EP94/01328' 


Der Puffer (AB) , der bei der Messung verwendet wurde f ha'tte 
folgende Zusammensetzung: 

KH2P04 * 2H20 ' 0,2 M . . 

KOH 0,076 M t *- 

NaCl , 0,05 mM 

TPA (Tripropylamin) 0,1 "M 

Detergenz in den in der Tabelle angegebenen 

Konzentrationen 
Oxaban/Bioban 0,1/0,3' % 

pH : - 7,5 - 

Als Kontrolle vurden die bisher iiblichen Detergenzien . 
Tween 2 0 und Triton X-100 jeweils in einer Konzentration 
von 0,05 % eingesetzt. Zum Vergleich wnrde in der Tabelle 1 
die mit diesem Detergenz erhaltene Signalausbeute als 100 % 
betrachtet. Als weiterer MeBwert- wurde die unspezif ische 
Signalausbeute im Puffer (AB) bestimmt und hiermit das Ver- 
haltnis der Signalausbeute HSAP/AB ermittelt. Dieses Ver- 
haltnis zwischen der Signalausbeute' mit .und ohne HSAP 
stellt ein gutes Indiz vfiir die Sensitiyitat des Testes dar v 
Aus den Ergebnissen .der Tabelle l ist klar zu erkennen, da& 
die erf indungsgemaBen Detergenzien ; am geeignetsten sind. 

Polidocanol und C8-E09 zeigen : den bestfen EinfluB auf das 
Verhaltnis HSAP/AB. Andere Detergenzien bewirken im 
Vergleich zu Tween/Triton X-100 eine Verschlechterung der 
Signalausbeute. 
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Tabelle 1: 


Ausgetestete Detergenzien fur den ECL-assay buffer 
Elektode: BPt3 
PMT 700 V 


Detergens iro Puffer ■ 

HSAP [%] 

HSAP/AB [%] 

0,05 % Tween 
0, 05 % Triton 

100 

100 

0,1 % Polidocanol 

295,1 

414 , 5 

0,4 % C14-E09 

289,-2 

O o 

0,2 % C14-E09 

346,2 

J Uo f Z 

0,1 "6 

382 

? 343 , 4 

0,05 % C14-E09 - 

402,5 

342,4 

0,4 % Genapol 

360,1 

117,8 

0,2 % Genapol 

377,2 

1-29,6 

0,1 % -Genapol' 

386,5 

126 . 

0,05 % Genapol 

361,5 

140,1 

0,4 % C8-E09 

481,4 

530,3 

0,2 % C8-E09 

402 

- 394;7 

0,1 % Plantaren - 

219,1 . 

200,7 

0,05 % Plantaren 

" 270,6 

276,3 

0, 025 %" Plantaren 

295,3 

" 292,1 

0,2 % Octylglucosid 

286,8. 

390,8 
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Fortsetzung Tabelle 1 


nicht verwertbare Detergenzien 

0 , 2 % " Tween 20 

106,9 

176,3 

0 , 1 % Tween 2 0 

114,9 

184 , 5 

0,05 % Tween 20 

124,8 

213,2 

0,2 % ~ Triton X-100 

62,6 

68,8 

0,1 % . Triton X-100 

83 

154,3 

0,05 % Triton X-100, 

- 115,6 

195,4 

0,2 % C16-E09 

17,3 

.36,8 

0,05 % - C16-E09 

- 50 

98 

0,2 % Dodecyl-maltosid 

17,7 

50 

0,1 % Dodecyl-maltosid - 

46,9 

. ,.112., 5 

0,2 % SDS . 


5,6 

0,1 %. SDS 

22,9 

,32,9 

0,2 % Ralufon 3-14 ■ - : 

27,3 

: 29 

0,1 % -Railufon 3-14 

27,8 

31,3 


Bezeichnung der verwendeten Detergenzien 

Octylalkoholpoly ( ethyleneglycolether ) n 
Poly ( ethyleneglycolether ) n 
Cetylpoly (ethyleneglycolether) n 
Dodecyl-B-D-glucopyranosyl ( l->4 ) a-D- 
glucopyranos ide 

Isotridecylpoly (ethyleneglycolether ) n 
Octy 1 -B-D-glucopyranos ide 
Alkylpolyglucoside (C14-C16) - 
n-Tetradecy 1 -n , n-dimethy 1 - 3 -amino- 1 - 
propansulfonat 
S od iuml aury 1 sul f a t e 
Dodecy Ipoly ( ethyleneglycolether) n 
Octylphenolpoly (ethyleneglycolether) n 
Poly (oxyethylene) n-sorbitane-monolaurate 


C8-E09: 
C14-E09 : 
C16-E09: 

Dodecy lmaltosid : 

Genapol : 
Octyl'glucosid: 
Plantaren : 
Ralufon 3-14: 

SDS: 

Polidocanol: 
Triton X-100: 
Tween : 
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Beispiel 2 

Am Beispiel" eines ' Paranieterunabhangigen Tests (HSAP) wird 
die- Auswirkung der Zelltemperatur auf die Signalwieder- 
findung und die Dynamik fiir den Fall einer Rampensparinuhg 
bei 28 - 35 € C in der MeBzelle in Abhangigkeit von NaCl 
wiedergegeben. 

Der Test wurde wie inT Beispiel 1 gezeigt durchgefuhrt . 
Anstatt des Puffers (AB) wurde der Puffer BMG 2 mit 
folgender Zusammensetzung verwendet: 

„H 3 PQi.„:./ 0,2 M 

Polidocanol 0,1 % 

Oxaban 0,1% 

Tripropylamin 0 f 16 M 
KOH ; ' 0,12 M 

pH 6,8 

NaC l in der Tabelle angegebene Konzentration 

Die ErgeBnisse sind in der Tabelle 2 dargestellt. Durch ^ 
eine Erhphung der Temperatur und der Salzkonzentration . 
steigen die ECL-Signale, die mit Puffer. (BMG2) allein und 
mit HSAP erhalten wurden. Die Verhaltnisse HSAP/ AB , HSAP/FC 
und FC/AB sind von der Temperatur nahezu unabhangig, 
dagegen von der Salzkonzentration abhangig. 
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Tabelle 2 . 

a) Temperattbr/Salz-Abharigfcelt des ECL-Sigrials 


1 Temperatur °C „ 

28 

30 

. 35 

Salz-Konzentration 

NaCl 0 % 

NaCl 0 % 

NaCl 0 % 

BMG 2 

2479 

• 2111 

- 3165 

FC 

4378 

3426 

6856 

HSAP 

3160000 

2550000 

3610000 

HSAP/BMG2 

1257 

1208 

1141 

HSAP/FC 

722 

744 

626 

FC/BMG 2 

1,77 

1/62- 

- 2,17. 


Temperatur °C 

28 

30 

35 

Salz-Konzentration 

NaCl 0,2 % 

NaCl 0,2 % 

NaCl 0,2 % 

BMG 2 

1963 

2169- 

2930 

FC 

5072 

. 4281 

4137 

HSAP 

3940000 

4030000 

4450000 

HSAP/ BMG 2 

2007 

1858 

1519 

HSAP/FC 

777 

941 

1076 

FC/BMG 2 

2,58 

1,?7 

. 1,41 
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Temperatur ° C 

*"> D 
Z O 

7 n 
J u 


Salz-Konzentratiori 





2208 

2367 

3610 

FC 

* 5280 

4954 

7487 

HSAP 

5130000 

5940000 

6940000 

HSAP/BMG2 

2323 

. 2510 

1927 

HSAP/FC 

972 

1199 

927 

FC/BMG 2 

2, 39 

2,09 

2,06 


Temperatur °C 

28 

30 

35 

S al z -Kon z ent r a t i on " 

NaCl 1,8 % 

NaCl 1,8 % 

NaCl 1,8 % 

BMG 2 

2691 

2970 

4453 

FC ' 

5805 

6129 

6507 

HSAP 

4200000 

4750000 

5830000 

HSAP/ BMG 2 , 

1561 

1599 

1309 

HSAP/FC 

724 

775 

896 

FC/BMG 2 

.2,16 

2,06 

1,46 
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b) Auswertung in %, bezogen auf 28 °C f 0 % NaCl 


Temperatur 0 C 

28 

30 

3*5 

Salz-Konzentration 

NaCl 0 % 

NaCl 0 % 

NaCl 0 % 

BMG 2 

100,0 

85,2 

127,7 

' FC 

100,0 

78,3 

156,6 

HSAP 

100,0 

80,7 

114,2 

HSAP/BMG2 

100,0 

94,8 

89,5 

.HSAP/FC 

100,0 

103,1 

72,9 

- FC/BMG 2 

100, 0 

91,9 

122,7 


Temperatur • C 

28 

30 

35 

_ Salz-Konz.entratipn. 

NaCl 0,2 % 

NaCl 0,2 % 

NaCl 0,2 % 

BMG 2 

79,2 

87,5 

118,2 

,..:FC.l". . " 

115,9 

97, 8 

94,5 

^HSAP. 

124,7 

127,5 

140,8 

\ HSAP/BMG2 - ■ < - 

157,5 

145,8 

119,1 

. HSAP/FC 

107,6 

130,4 

149,0 

FC/BMG 2 

146,3 

111,8 

80,0 
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Temperatur °C 




Salz-konzentration 

Naci o , y ^ 




89 f l 

95,5 

. 145,3 

FC 

120,6 

113,2 

171,0 

HSAP , 

162,3 

188,0 

219,6 

HSAP/BMG2 

182 f 3 

'196,9 

' 151,2 

HSAP/FC 

134,6 

166,1 

128,4 

FC/BMG 2 

135,4 

118,5 

117,7 


Temperatur " C 

28 

30 

35- 

Salz-Konzentration 

NaCl 1,8 % 

NaCl 1,8% 

NaCl-1,8 % 

BMG 2 

108,6 

119,6 

179,, 6 

FC 

132,6 

140,0 

■ 148,6 

HSAP 

132,9 

150 , 3 

184,5 

HSAP/BMG2" 

122,4 

125,5 

102,7 

HSAP/FC '. 

100,2 

107,4 

'"124,1 

FC/BMG 2 

122,1 

116,9 

82,7 


' BMG 2: Kontrolle mit Probenpuffer BMG 2 
FC: Kontrolle mit freiem- Konjugat . 

(biotinylierter und ruthenylierter Antikorper) 
HSAP: hot-Streptavidin-Parjtikel 

Eine Erniedrigung der Temperatur unter 20 6 C erfordert 
einen Zusatz eines Alkalichlorids und einen pH-Wert von 
bevorzugt 7,25-7,75. v 
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Beispiel 3 

Nachweis von T 3 ~ *" r~ - - . ■ ■ 

Am Beispiel eines Immunoassays zum Nachweis von Trijod- 
thyronin (T 3 ) wird die erf indungsgemaSe Testzusammensetzung 
BMG. 1 mit der Testzusammensetzung des Standes der Technik 
(BMG 0) verglichen: 

Die Reagenzlosungen haben die folgende Zusammensetzung: 


Reagenz • 

BMG 0 

BMG 1 

KH 2 PO A x2H 2 0 

0,2 M 

0,2 M 

H 3 P0 4 



Detergenz 

Triton X-100 
0,005 % 

Tween 0, 05 % 

Polidocanol 
0,1 % 

-Konservierungs- 
mittel ■ : , 

NaN 3 7,8 mM 

Oxaban 0,1 % 

T-r ipropy lamin. - „ r 

.0 r l, M " 

0,1 M 

KOH • _.. • 

0 , 07.6 M 

0,076 M " 

PH ■ 

7,5 

7,5 . 


BNSDOCID: <WO 9425853A1J_> 


WO 94/25853 


PCT7EP94/0132S 


- 19 - 


Folgende weitere Reagenzien wurden verwendet: 

HEPES-Puffer 7,0: HEPES-Na pH 7,0 0,1 M " " " 

0,06 % ANS 
0,1 % Rinder-IgG 

0,5% Byco ' 
'50 mM NaCl 

PAK-RU (ruthenylierter polyklonaler Ankikorper) 

/ - (Tris) (2 ,2 '-BipyridylJRutheniinnchloricihexahydrat 
gebunden mi.t DDS an PAK gegen T 3 

in HEPES-Puffer 7,0 100 ng/ml 


PH-BI (T 3 -Polyhapten biotinyliert) 

PH PAK <->K-IgG(DE) BOC-T 3 -IBi 
in HEPES-Puffer 7,0 


600 ng/ml 


Proben: Standard a— e 
Konzentration T 3 


3 J Humanseren 


a: 0,24 ng/ml 
- b: 0,88 ng/ml 
:--c: - 1-,90 ng/ml 
d: 3 , 05 ng/ml 
e: 6,65 ng/ml 


2 Humanseren ohne/mit 500 mg/dl Hamoglobin (Hb) 


Streptavidinbeschichtete Magnetpartikel : 
Dynabeads M-28 0 Streptavidin 
(Deutsche Dynal. GmbH, Deutschland) 
in HEPES-Puffer 7,0 


600 ^q/rnl 
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Zum Kachweis wurden vereinigt: 

PAK-Ru ".' • 5 0 "M l;^ — ■ 

Dynabeads M-280 1 50 /J.T 
Probe ' 30 Ml „ 

PH-Bi ' 50 Ml ' 

BMG 0 Oder 1 500 /xl 

> - ... * • 

Dieses Gemisch wurde 16 Minuten bei 28 *C inkubiert, 
anschlieBend in die auf 28 °C temperierte MeBzelle 
ub.erftihrt und ' die Part ikel mit BMG 0 oder 1 je nach 
Testansatz gewaschen und darin vermessen; Es wurde eine 
Dreiecksrampenspannung angelegt. -Die MeBspannung betrug 
0,565 V und das PMT 720 mV. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 dargestellt. Es zeigt 
sich, daB die HamoglobinT-Storung, - di^ -dm- BMG 0 zu be- 
obachten ist, im BMG .1 venaieden wird. Die untere Nachweis 
grenze wird nicht beeinfluBt. 

Tabelle 3: - - - — 



BMG 0 

BMG 1 

UNG (2s) 

Humanserum ohne Hb 
Humanserum mit Hb 

0 , 3 ng/ml 

. 100 % *: 
307 

0 , 3 ng/ml . 
100 % 
106 % 


UNG (2s) = Untere Nachweisgrenze 
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Beispiel 4 
Nachveis von HBsAg 

Es wurde die erf indungsgemaBe Testzusammensetzung BMG 1 ion 
Vergleich zu BMG Oam Beispiel eines Sandwich- immunoassays- 
zum Nachweis von HBsAg getestet. BMG 0 und 1 hatten die im 
Beispiel 3 angefiihrten Zusammensetzungeri. 

Folgende Reagenzien wurden verwendet: . 

HEPES-Puffer pH 7,5: HEPES-Na °/ 05 M , 

Rinderserumalbumin 1 % 

Genapol X 080 0,1 % 

Rinder(R)-IgG 0,1 % 

Maus-IgM 10 Mg/*1 

. .. CAM .(Chloracetamid) ; 0,1 % 

MIT (Methylisothiazolon) 0,01 % 


AK-Bi . (Antikorper mit Biotin-DDS biotinyliert) . . - 
MAK<HBs>M5A10-IgG-Bi (DDS) • 

,5 in HEPES-Puf f er. pH 7,5 300 ng/ml 

TAG (ruthenylierter Antikorper) 

MAK<HBs>M5A10-F(ab 1 )2-BPRU 

(Tris) ( 2 , 2 1 -Bipyridyl ) Rutheniumchloridhexahydrat 
gebunden mit V DSS an monoklonalen Antikorper gegen 
HBsAG ( F ( ab 1 ) -Fragment ) 
' in HEPES-Puffer pH 7,5 . 500 ng/ml 


9425853A1 I > 


WO 94/25853 


PCT/EP94/01328 


- 22 - 


Proben: Standard a-h 

Konzentration HBsAg a: '0 E/ml 

b-:-- 0,22 E/ml 

c: 0,52 E/ml 

' - " . d: 1, 08 E/ml 

e: 2,30 E/ml 

f : 4,50 ,E/ml 

g: 10,30 E/ml 

h: .22,20 E/ml 


Streptavidinbeschichtete Magnetpartikel • ^ 
Dynabeads M-280 Streptayidin 

in HEPES-Puffer pH 7 , 5 ; . 600 Mg/ml 

'Zuro Nachweis wurden vereinigt: 

Dynabeads M-280 50 jil ■■ , 

AK-Bi 50 Ml, 

TAG 40 Ml 

Probe' 50 Ml ...... 

HEPES- Puffer pH 7,5 2 0 fil ^ 
~BMG 0 oder 1 150 Ml 

Dieses- Gemisch wurde 16 Minuten bei 2 8 °C inkubiert, an- 
schlieBend in die auf 28 C C temperierte MeBzelle uberfuhrt- 
und die Partikel mit BMG 0 oder 1 gewaschen und darin 
vermessen. - ' 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 4 dargestellt. Durch die 
Verwendung von BMG 1 konnt'e die.untere Nachweisgrenze 
deutlich verbessert werden. Ebenfalls wurde im Vergleich zu 
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BMG 0 der VK erniedrigt. Das Verhaltnis der Werte der 
Standardproben h zu a der Eichkurve ist bei BMG 1 erhoht, 
wodurch^eine bessere Dif f erenzierung der Eichkurve erreicht 
wird. 

Tabelle 4: 



BMG 0 

BMG r 

UNG [E/ml] 

0*21 

0, 06 

Standard h/a 

■ 40 

78 

VK [%] 

6,9 

4,3 


UNG ' = Untere Nachweisgrenze 

VK: = Variationskoef f izient 
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Beispiel 5 ' 

Nachweis- von TSH - — 

Am Beispiel eines Sandwich-Immunoassays z\m Nachweis voh 
TSH (Thyroid-stimulierendes Honnori) werden die erfindungs- 
gemaBen Testzusammensetzungen BMG 1 und BMG 1 ohne Oxaban 
im Vergleich zur Testzusammensetzung nach dem Stand der 
Technik BMG 0- verglichen. BMG 0 und 1 hatten die in 
Beispiel 3 beschriebene Zusammensetzung . 

Thyroid-stimulierendes Hormon (TSH) wurde iiber einen 
Sandwich-Immunoassay bestimmt: Zur Ausfxihrung kam hierbei 
ein Apparat, wie in Beispiel 1 beschrieben ist. 

Zum Nachweis wurden vereinigt: . ' 

Inkubationspuf fer 

(enthaltend 6.06 g/1 Tris x HC1,. 50 Ml 

1 g/1 Chloracetamid, 0,1 g/1 
Methylisothiazolon, pH 8.0, 50 g/1 
Rinderserumalbumin, 10 g/1 R-IgG) 


Streptavidiniiberz ogene 
Magnetpartikel (Dynal, 2,8 Mm) 
im Inkubationspuf f er 


600 jig/ml 40 m1 


mit DSS (Disuccinidyl Suberat) 
biotinylierter monoklonaler 
Antikorper (MAK) gegen TSH 

im Inkubationspuf fer 3,0 pq/ial' 40 Ml 

TAG: - 
(Tris) (2,2 ! -Bipyridyl)Ruthenium- 
chloridhexahydrat gebunden mit DSS 

an MAK gegen TSH im Inkubationspuf fer 1,2 /xg/ml 40 m! 
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Prpbenflussigkeit bzw. Standard 50 pi 

Resuspension (Zugabe von Reagenzlosung (BMG1-) -l00--/i-l- 

Dieses Gemisch wurde 16 Minuten bei Raumteiaperatur- (21°C). 
inkubiert und anschlieBend in die auf die gewiinschte. MeB- 
temperatur gebrachte MeBzelle uberfiihrt, die immobili- 
sierten Partikel mit Reagenzlosung BMG1 gewaschen und in 
BMG1 vermessen. 

, Als Probe wurden die Standards a - e mit TSH- 
Konzentrationen von. a: 0 /xU/ml 

b: 0,39 /iU/ml . 
c: 3,54//iU/ml 
d: 12 , 4 MU/ml 

- . - ■ - e: 44,3 • ■ /xD/ml 

i 

verwendet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 vieder- 
gegeben. Durch BMG 1 wird im Vergleich zu-BMG 0 eine 
~bessere Nachweisgrenze ■ erreicht . Durch Zusatz des Konser- 
vierungsmittels ,Oxaban wird die untere Nachweisgrenze 
weiter herabgesetzt. Eindeutig verbessert wird in beiden 
Beispielen (BMG 1 +/- Oxaban) ebenfalls der Variations- 
koeffizient. 


Tabelle 5: 



BMG 0 

BMG 1 

BMG 1 




ohne Oxaban 

UNG (2s) [mlU/ffil] 

0, 049 

0,028 

0,041 

VK. [%] 

3,3 5 

2,28 

2,38* 


Die Abkurzungen haben die in Beispiel 4 genannten 
Bedeutungen. 
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- PATENTANS PRUCHE 


1 # , Verfahren zur Messung elektrochemilumineszenter Phano- 
mene in einer Losung oder aus einer an die Losung an- 
grenzenden festen Phase dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Losung ein Detergenz ausgewahlt aus, der Gruppe 
Fettalkoholethoxylate, Plantaren und octylglucosid 
oder ein Gemisch hiervon- enthalt. 

. . s * 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Fettalkoholethoxylat Polidocanol, C14-E09, Genapol 
oder C8-E09 verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Losung ein oder mehrere Alkali- oder 
Erdalkalihalogenide enthalt, 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- -> 
zeichnet, daB der pH der Losung zwischen 6 f 5 und 9,0 
liegt/ :~ - 

;5, Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Elektrochemilumineszenz durch 
Anlegen einer Rechtecks-Spannung von maximal 2,2 Volt 
oder. einer Rampenspannung von maximal 3,0 Volt 
angeregt' wird. 

6* Reagenzlosung . zur Messung elektrochemischer Phandmene 
enthaltend ein elektrochemisch oxidierbares Amin, das 
im oxidierten Zustand ein starkes Reduktionsmittel 
darstellt, dadurch gekennzeichnet , % daB ein Detergenz" 
ausgewahlt aus der Gruppe Fettalkoholethoxylat, 
Plantaren und Octylglucosid oder ein Gemisch hiervon 
enthalten ist. . 
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7. Reagenzlosung nach . Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

*" daB das Detergenz in einer Konzentration von~07 001 "bis. 
1% enthalten ist. 

8. Reagenzldsung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzlich ein Alkalichlorid in einer 
Konzentration von 0,05 mmol/1 bis 0,5 mol/1 enthalten 
ist. ■ * 

9. Reagenzlosung nach Anspruch 6 bis 8, dadurch gekenn- - 
zeichnet,. daB sie einen pH zwis'chen. 6, 5 und 9,0 auf- 
weist. 

10. Verfahren zum Nachweis eines Analyten . uber eine 
Elektrochemilumineszenzmarkierung, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Messung der Eiektrochemilumineszenz 
ein Verfahren gemaB einem. der Anspriiche 1 5 ver- 
wendet vird. -"■-*->.-" - 
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